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Značilnosti vezanja protiteles na nekanonične strukture DNA
Povzetek
V diplomskem delu sem preučevala specifičnost in selektivnost vezanja protiteles
na nekanonične strukture DNA. Identificirala sem protitelesa, ki se uporabljajo za
prepoznavanje nekanoničnih struktur DNA in vitro ter in vivo.
Ključne besede: nekanonične strukture DNA, protitelesa, specifičnost, interakcije, in
vitro, in vivo
Binding characteristics of antibodies to non-canonical DNA structures
Abstract
In my diploma work, I was studying specificity and selectivity of antibodies binding
to non-canonical DNA structures. I identified antibodies that are used to recognize
non-canonical DNA structures in vitro and in vivo.
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DNA ali deoksiribnonukleinska kislina je nosilka genskih informacij. Prvi jo je izoliral in
karakteriziral švicarski znanstvenik Friedrich Miescher leta 1869. Skoraj stoletje kasneje,
sta znanstvenika James Watson in Francis Crick predlagala tridimenzionalno strukturo
DNA, ki jo sestavljata dve komplementarni antiparalelni verigi, povezani z vodikovimi
vezmi [4]. Gradniki DNA, nukleotidi, so sestavljeni iz treh osnovnih segmentov, in sicer
iz dušikove baze, deoksiriboze in fosfatne skupine. Dušikova baza je lahko purin (adenin,
gvanin) ali pirimidin (citozin, timin). Ko se nukleotidi povežejo s fosfodiestrsko vezjo,
nastane nukleinska kislina. Takšna struktura je stabilizirana z nalaganjem baznih parov,
elektrostatskimi silami in vodikovimi vezmi. Pod fiziološkimi pogoji, je najstabilnejša
oblika zaporedja DNA, oblika B. Prikazana je na sliki 1.1. Poleg B-DNA obstajata tudi
obliki A in Z. Oblika A je pogostejša v raztopinah, kjer je primanjkljaj vode, oblika Z pa je
za razliko od prejšnjih dveh levosučna [4, 5].
Slika 1.1. Struktura B-DNA (PDB 3R86). Na sliki sta prikazani dve antiparalelni verigi,
ki skupaj tvorita značilno dvojno vijačnico DNA.
1.2 Nekanonične strukture DNA
Poleg kanoničnih, z Watson-Crickovimi vodikovimi vezmi povezanih dvovijačnih
struktur DNA, obstajajo tudi nekanonične strukture DNA. Med najprepoznavnejše




G-kvadrupleksi so štiriverižne strukture DNA, ki se tvorijo na območjih, bogatih z gvanini.
Nastanejo s povezavo najmanj dveh kvartetov gvaninov. Kvarteti so planarne tvorbe,
sestavljene iz štirih gavninov, ki so povezane s Hoogsteenovimi vodikovimi vezmi.
Kvadruplekse delimo na intermolekularne in intramolekularne. Glede na orientacijo
verig, obstaja več topologij G-kvadrupleksov, in sicer paralelna, antiparalelna in hibridna
oblika (Slika 1.9). G-kvadruplekse največkrat stabilizirajo enovalentni kationi (npr. K+ in
Na+) [6, 7].
Strukturna raznolikost G-kvadrupleksov je izrednega pomena za njihovo prepoznavanje,
s strani drugih molekul. Določajo jo lastnosti, kot so:
• paralelna ali antiparalelna smer z gvanini bogatih verig v G-kvadrupleksu,
• dolžina, bazno zaporedje in smer zank, ki povezujejo z gvanini bogate verige,
• število nastalih G-kvartetov,
• intramolekularni (monomerni) ali intermolekularni (dimerni, trimerni, tetramerni)
G-kvadrupleksi.
Lastnosti z gvanini bogatih zaporedij kažejo, da se G-kvadrupleksi lahko tvorijo tudi
in vivo. Za nekanonične strukture DNA je bilo pokazano, da sodelujejo pri stabilizaciji
telomer ter pri podvojevanju, prepisovanju in prevajanju genov [7, 8].
Slika 1.2. Struktura paralelnega G-kvadrupleksa (PDB 1K8P). Na sliki je prikazan
primer dimerne strukture paralelnega G-kvadrupleksa. Krogljice predstavljajo kalijeve
ione (K+), ki stabilizirajo strukturo G-kvadrupleksa.
1.2.2 I-motivi
I-motivi so štiriverižne strukture DNA, ki nastanejo s prepletanjem baznih parov
citozin-citozin, pri katerih je en citozin protoniran (C–C+). Tvorba je torej mogoča
v zaporedjih, ki so bogata s citozini. Najbolj stabilni so v kislem okolju. Tako
kot G-kvadrupleksi, so tudi i-motivi lahko intramolekularni (monomerni) ali
intermolekularni (dimerni, trimerni, tetramerni) [6, 9, 10].
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Slika 1.3. Struktura i-motiva (PDB 1G22). Na sliki je prikazan primer monomerne
strukture i-motiva DNA.
1.3 Aptameri
Aptameri so kratki odseki oligonukleotidov DNA ali RNA, največkrat proizvedeni s
tehnologijo SELEX. Pod določenimi pogoji, se aptameri zvijejo v stabilne tridimenzionalne
strukture. Lahko vsebujejo tudi specifična vezavna mesta za majhne molekule in tudi
biološke makromolekule, kot so npr. proteini. Na tarčno molekulo se lahko vežejo z
visoko afiniteto in selektivnostjo [11]. Poleg tega, sta prednosti aptamerov tudi visoka
termična stabilnost ter toleranca do večjih sprememb pH in koncentracije ionov [12].
V zadnjih dveh desetletjih so aptameri postali potencialne učinkovine za terapevtske
namene, predvsem zaradi njihove neimunogenosti in dokaj enostavnega pridobivanja.
Odkrili so različne aptamere, ki kažejo potencial za zdravljenje raznovrstnih bolezni, kot
so npr. nevrodegenerativne bolezni, tromboza in diabetes [7].
1.3.1 TBA
Najprepoznavnejši aptamer je TBA (ang. thrombin binding aptamer), ki je 15-merni
oligonukleotid DNA z zaporedjem 5′−GGTTGGTGTGGTTGG−3′. Za TBA je znano,
da lahko specifično interagira s proteinom trombinom. Zvije se v G-kvadrupleks z
antiparalelno obliko ”stola”, ki ima dve G-tetradi, povezani z zanko TGT na eni strani
in dvema zankama TT na nasprotni strani [13]. Interakcija TBA s trombinom inhibira
strjevanje krvi, zato je tudi potencialni kandidat za zdravljenje s tem povezanih bolezni.
Zaradi omenjenih razlogov, so raziskovalci modificirali TBA, da bi povečali njihovo
stabilnost in bioaktivnost [14].
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Aptamer TBA imenujemo tudi 1HD. Z visoko afiniteto se veže na mesto (exosite I)
proteina trombina [15]. Slika kompleksa trombina s TBA, je prikazana na sliki 1.4
Slika 1.4. Kompleks trombin-TBA (PDB 4DIH). Na sliki zeleno obarvana struktura
prikazuje protein trombin, rdeče-modra struktura pa predstavlja aptamer TBA.
1.3.2 HD22
HD22 je 27-merni aptamer z zaporedjem 5′−GTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGAC−3′.
Na trombin se veže z visoko afiniteto. Konstanta disociacije znaša približno 0.5 nM.
Če primerjamo s 15-mernim aptamerom, ima le-ta konstanto disociacije okoli 0.1 µM.
Aptameri HD22 se z večjo afiniteto vežejo na mesto exosite II kot na exosite I [12].
Struktura proteina trombina v kompleksu z 27-mernim aptamerom, ki je vezan na
mesto (exosite II) trombina, je prikazana na sliki 1.5.
Slika 1.5. Kompleks trombin-HD22 (PDB 4I7Y). Vijolična struktura predstavlja protein
trombin, modra pa aptamer HD22.
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Poleg omenjenih kompleksov kvadrupleksnih aptamerov s trombinom, obstaja še
veliko drugih aptamerov, ki se vežejo na primer na VEGF in STAT3, ki sta tarči pri
zdravljenju različnih vrst raka. Z njihovo selektivnostjo si bomo v bodoče lahko pomagali
pri personaliziranem načinu zdravljenja [7].
1.4 Telomerne in promotorske regije genomov
Študije in vivo dokazujejo, da so področja z največjo koncentracijo z gvanini bogatih
zaporedij telomere. Telomeri so proteini, ki se nahajajo na koncih linearnih kromosomov
[8]. Njihova vloga je zaščita informacij v našem genomu. Telomerna DNA je zgrajena
iz nizov z gvanini bogatih sekvenc, s ponovitvami (TTAGGG)n, ki se lahko zvijejo v
kvadrupleksne strukture [1]. S staranjem se telomerna DNA krajša, kar vodi v apoptozo
oz. celično smrt [16]. Odpornost proti apoptozi oz. ohranjanje aktivnosti telomeraz,
loči rakave celice od zdravih. Telomeraza je encim, in sicer reverzna transkriptaza, ki
ohranja obnovo koncev kromosomov [17]. Telomerni −3′ končni previs lahko tvori
intramolekularno G-kvadrupleksno strukturo in vitro, ki lahko inhibira katalitsko reakcijo
telomeraze. To pomeni, da bi lahko s stabilizacijo G-kvadrupleksnih struktur inhibirali
telomerazno aktivnost in s tem tarčno ciljali le rakave celice [18].
1.5 (Proto)onkogeni
Zaporedja bogata z gvanini, kjer nastajajo G-kvadrupleksi, se nahajajo tudi na
promotorskih regijah različnih protoonkogenov. Primere G-kvadrupleksov so odkrili že v
promotorjih protoonkogenov, kot so c-kit, VEGF, c-myc, bcl-2 in k-ras [19]. Protoonkogen se
lahko zaradi mutacije pretvori v onkogen. Izražanje onkogena, povzroča tvorbo proteina,
ki zavira celično smrt. Posledica tega je nastanek rakavih celic. Na promotorskih regijah
različnih genov so tako kot zaporedja bogata z gvanini, prisotna tudi zaporedja, ki so
bogata s citozini. Promotorske regije onkogenov lahko torej v različnih delih celičnega




Protitelesa so imunoglobulini. To so heterodimerni proteini, ki so se sestavljeni iz dveh
težkih in dveh lahkih verig [5, 21]. Struktura imunoglobulina je prikazana na sliki 1.6.
Slika 1.6. Struktura imunoglobulina (PDB 1IGT). Fragment Fab (ang. antigen-binding
fragment) delimo na variabilni fragment (Fv), ki je sestavljen iz domen VH in VL ter
konstantni fragment, ki je sestavljen iz domen CL in CH1. Fragment Fc (ang. fragment
crystallizable region) pa sestavljata domeni CH2 in CH3 [5, 21]. Povzeto po [22].
Obstaja pet glavnih razredov konstantnih domen težke verige, in sicer IgM, IgG, IgA,
IgD in IgE. IgG delimo na 4 podrazrede, in sicer IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4. Imunoglobuline
IgA po podobnem principu delimo na IgA1 in IgA2 [21].
Poznamo monoklonska in poliklonska protitelesa. Poliklonska protitelesa proizvajajo
različni B limfociti, kot odgovor na vnos antigena. Celice iz B limfocitov proizvajajo
protelesa, ki se specifično vežejo na različne epitope antigena. Monoklonska protitelesa,
za razliko od poliklonskih, nastanejo iz identičnih B celic. Takšna protitelesa so homogena
in prepoznajo enak epitop [5].
Protitelesa prepoznajo in se vežejo na vezavno mesto antigena, ki je locirano na dveh
segmentih Fab. Fragment Fc (ang. fragment crystallizable region) pa se veže na specifične
receptorje Fc [23]. Protitelesa so ena izmed najhitreje rastočih orodij za terapvetske
namene. V splošnem imajo dve funkciji. Ena je ta, da se specifično vežejo na antigen in
druga je ta, da sprožijo imunski odziv proti antigenu. Molekularni inženiring si prizadeva
h izboljšanju biokemijskih in biofiziklanih lastnosti protiteles z namenom izboljšanja
tarčnega zdravljenja [22, 24].
6
Uvod
1.6.1 Enoverižni variabilni fragmenti
Kasnejši napredki v inženiringu protiteles so omogočili nadaljne krajšanje klasičnih
protiteles. Med njih štejemo tudi enoverižne variabilne fragmente scFv. Lastnosti
teh fragmentov so bile izboljšane z namenom povečanja afinitete, stabilnosti ter
farmakokinetike in vivo [23]. Molska masa fragmentov ScFv je okoli 30 kg/mol (oz. 30
kDa) [25].
Slika 1.7. Struktura enoverižnega variabilnega fragmenta (PDB 6NOU). Enoverižni
variabilni fragmenti vsebujejo majhne funkcionalne vezavne domene za antigen, pri
katerih sta variabilna domena težke verige (VH) in variabilna domena lahke verige (VL)
povezani s fleksibilnim peptidnim povezovalcem (ang. linker) [25].
1.6.2 Nanotelesa
Poleg klasičnih protiteles, poznamo tudi protitelesa, ki jih tvorijo kamelidi in morski
psi, in so sestavljena le iz težke verige. Kamelidna protitelesa imenujemo HCAb (ang.
chamelid heavy chain antibody). Fragment HCAb, ki vsebuje le variabilno domeno težke
verige, odgovorno za prepoznavanje antigena, imenujemo VHH oz. nanotelo. Nanotelesa
so velika okoli 15 kDa, medtem ko so klasična protitelesa velika okoli 150 kDa. Tipična
struktura nanotelesa je prikazana na sliki 1.8.
Slika 1.8. Struktura nanotelesa (PDB 5U64).
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Zaradi relativne majhnosti, so uspešni pri prehajaju v tkiva in vivo. Nanotelesa imajo
tako veliko prednosti in so potencialni kandidati za uporabo pri zdravljenju različnih
okužb in bolezni [26].
1.6.3 Paratopi in epitopi
Paratopi so področja na protitelesih, ki jih sestavljajo zanke CDR oz. (ang. complementarity
determining regions). Poznamo tri iz lahke verige CDRL1-3 in tri iz težke verige CDRH1-3
[37]. Tri CDR težke verige so povezani s tremi CDR lahke verige in skupaj tvorijo vezavno
mesto za antigen [21].
Epitopi so površine antigenov, ki tvorijo specifičen kontakt s paratopom protitelesa [22].
Za razliko od paratopov, so ta nekoliko bolj raznolika in jih zato tudi težje ločimo od
preostale površine antigena. Sicer pa za njih velja, da so bolj hidrofilna, fleksibilna in lažje
dosegljiva območja na antigenu [28].
1.7 Detekcija nekanoničnih struktur DNA
Določanje struktur G-kvadrupleksov je kompleksnejše kot je bilo sprva pričakovano.
Topologija nekanoničnih struktur je zelo raznolika, saj je pri enakem zaporedju možnih
več različnih konformacij. Nekanonične strukture DNA najpogosteje detektirajo z NMR,
CD in UV spektroskopijo ter rentgensko kristalografijo. Z omenjenimi metodami so in
vitro dokazali obstoj nekanoničnih struktur [29, 30].
Zvitje DNA v G-kvadruplekse in vitro ter in vivo in njegova pomembnost za
biološke funkcije, sta pomemben predmet raziskovanja. Za detektiranje in lokalizacijo
nekanoničnih struktur in vivo, se uporabljajo predvsem protitelesa [1, 30].
1.7.1 CD spektroskopija
CD spektroskopija izkorišča pojav cirkularnega dikroizma, ki nastane zaradi razlike v
absorpciji levo in desno krožno polarizirane svetlobe in je značilen za optično aktivne
vzorce [31, 32].
G-kvadrupleksi imajo značilne CD spektre glede na razlike v zlaganju G-kvartetov,
orientacijo segmentov verig in razporeditev zank (Slika 1.9). CD spektri nam dajo
informacijo o tem, kakšna je orientacija verig v jedru G-kvadrupleksa [33, 34].
Za merjenje razlik v absorbanci levo in desno krožno polarizirane svetlobe, se
uporabljajo CD spektrometri oz. spektropolarimetri. Pri CD spektroskopiji se merjena
količina največkrat predstavlja v obliki eliptičnosti, ki jo označimo z θ. CD spekter je
podan kot odvisnost θ od valovne dolžine prepuščene svetlobe λ [35, 36].
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Za kvalitativno določanje topologij G-kvadrupleksov, se uporabljajo značilni CD
spektri (Slika 1.9). V splošnem so za karakterizacijo uporabne naslednje lastnosti:
• paralelni G-kvadrupleks (maksimum pri 264 nm, minimum pri 245 nm),
• antiparalelni G-kvadrupleks (maksimum pri 295 nm, minimum pri 260 nm),
• hibridni (ali 3+1) G-kvadrupleks (maksimum pri 295 in 260 nm, minimum pri 245
nm).
Poleg karakterističnih vrhov za G-kvadruplekse, obstaja značilen vzorec tudi za
i-motive. Slednji imajo prepoznavna vrhova pri valovnih dolžinah 285 nm in 265 nm
[20, 33].
1.7.2 NMR spektroskopija
NMR spektroskopija omogoča določanje strukture z visoko ločljivostjo. Nastanek G-tetrad
daje karakterističen vrh zaradi gvaninskih imino protonov. Le-ti imajo kemijske premike
okoli 10–12 ppm, v primerjavi z Watson–Crickovimi baznimi pari, ki imajo kemijski
premik okoli 13–14 ppm. Podobno velja tudi za nekatere druge nekanonične strukture
[34].
1.8 Interakcije protitelo:antigen
Interakcije protiteles z antigenom, so pogosto opisane z modelom prilagajanja ključa in
ključavnice. Pri takšem modelu dve molekuli interagirata tako, da ustvarjata najmanjšo
razliko v konformaciji dveh površin proteinov [24]. Tipično je vezava med antigenom in
protitelesom močna, konstanta disociacje (Kd) je okoli 10-10 M. Nižja kot je konstanta
disociacije kompleksa, močnejša je vezava [5]. Interakcije imunoglobulin-antigen se
ponavadi vzpostavijo med paratopom (področje na imunoglobulinu, kamor se veže
antigen) in epitopom (mesto vezave na antigenu) [21, 27]. Specifičnost vezanja protiteles
je zato predvsem odvisna od vrste aminokislinskih ostankov na njihovi lahki in težki
verigi [37, 38].
Tako lahko na primer stranske aromatske skupine ene verige interagirajo z ostalimi
aromatskimi stranskimi skupinami preko vezave (ang. face-to-edge) ali paralelenim-π
nalaganjem. S pozitivno nabito stransko skupino pa interagirajo preko interakcij kation–π
[22, 27].
Nanotelesa se podobno kot klasična protitelesa, vežejo na antigen z visoko afiniteto. V
primerjavi s klasičnimi protitelesi, pa je bilo pri študiji [28] ugotovljeno, da imajo paratopi
nanoteles veliko bolj hidrofoben značaj. Za razliko od klasičnih protiteles, se nanotelesa
vežejo na bolj rigidne in konkavne epitope. Interakcije nanoteles z antigeni so tako bolj
podobne medsebojnim interakcijiam globularnih proteinov, kot interakcijam klasičnih






Slika 1.9. Različne konformacije G-kvadrupleksov in pripadajoči CD spektri. Na
zgornji sliki so prikazane različne možne konformacije G-kvadrupleksov in na desni
strani njihovi značilni CD spektri. Povzeto po [39].
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Namen dela
Namen diplomskega dela je ugotoviti značilnosti vezave protiteles na nekanonične
strukture DNA. Cilj je poiskati primerna protitelesa, ki bi se specifično in selektivno
vezala na nekanonične strukture in vitro ter in vivo. Namen dela je tudi ugotoviti
strukturne značilnosti takšne vezave. S pregledom značilnosti interakcij med protitelesi
in nekanoničnimi strukturami, si lahko pomagamo pri nadaljnem raziskovanju
nekanoničnih struktur DNA in vivo ter pri njihovi biološki vlogi.
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Rezultati in razprava
3.1 Interakcije izbranih protiteles
V naslednjih podpoglavjih so opisana protitelesa, ki se uporabljajo za prepoznavanje
nekanoničnih struktur DNA.
3.1.1 Sty 3
In vitro so proizvedli specifična protitelesa, ki kot antigene prepoznajo telomerne
G-kvadruplekse iz organizmov Oxytricha in Stylonychia. Pri raziskovalnem delu [40]
so tako proizvedli enoverižne fragmente protiteles, ki so se na G-kvadruplekse vezali
z visoko afiniteto. Konstanta disociacije za kompleks protitelesa Sty 3 z zaporedjem
4d(T4G4T) znaša 0.126 ± 0.011 nM. Merjeni CD spekter kaže paralelno konformacijo
G-kvadrupleksa v kompleksu s protitelesom Sty 3 [40].
3.1.2 Sty 49
Za razliko od Sty 3, se je protitelo Sty 49 s podobno afiniteto vezalo na obe konformaciji
G-kvadrupleksa (paralelno in antiparalelno). Na paralelno obliko kvadrupleksa se je
protitelo Sty 3 vezalo s pikomolarno afiniteto, medtem ko se je Sty 49 vezalo na obe obliki
s 3–5 nM afiniteto. Natančneje, ima protitelo Sty 49 za paralelni 4(T4G4T) kvadrupleks
konstanto disociacije 2.96 ± 0.53 nM, za antiparalelni d(G4T4G4T4G4T4G4) kvadrupleks,
pa ima protitelo Sty 49 konstanto disociacije 5.08 ± 1.69 nM. Ta podatek kaže, da protitelo
Sty 49 ni specifično za določeno konformacijo G-kvadrupleksa. CD spekter kompleksa
Sty49-d(G4T4G4T4G4T4G4) kaže maksimum pri 295 nm in minimum pri 265 nm, kar sta
karakteristični vrednosti za antiparalelni G-kvadrupleks DNA [40].
3.1.3 Hf2
Hf2 je enoverižni variabilni fragment, ki so ga izbrali za selektivno ločevanje dveh
paralelnih intramolekularnih G-kvadrupleksov iz protoonkogena c-kit. Za protitelo Hf2
so pri študiji [41] potrdili, da se selektivno veže na G-kvadrupleks DNA, ki nastane
iz fragmenta protoonkogena c-kit2. Konstanta disociacije Kd, za c-kit2 znaša 1.6 ± 0.4
nM. Za protoonkogen c-kit1 pa konstanta disociacije s protitelesom Hf2, znaša 486 ± 80
nM. Uporabljeno zaporedje c-kit1 je bilo d(AG3AG3CGCTG3AG2AG3), pri c-kit2 pa
d(CG3CG3CGCGAG3AG4). Na dvoverižno DNA se omenjeno protitelo veže s 3000 krat
nižjo afiniteto, kar kaže na to, da je specifično za G-kvadruplekse DNA [41].
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Pri CD spektroskopiji, so za kvadrupleks protoonkogena c-kit2 zaznali karakteristična
vrhova za paralelni G-kvadrupleks (263 nm in 240 nm). Opažen je bil tudi vrh, značilen
za antiparalelno obliko G-kvadrupleksa (295 nm). Merjeni CD spekter kaže karakteristike
paralelne in antiparalelne oblike G-kvadrupleksov, kar nakazuje na prisotnost hibridne
oblike G-kvadrupleksa oz. mešanico paralelnih in antiparalelnih kvadrupleksov [19]. S
podporo NMR spektroskopije so potrdili prisotnost obeh oblik G-kvadrupleksov, s tem
da je bila prevladujoča paralelna oblika [41].
3.1.4 D1
Pri raziskovalnem delu [1] so odkrili enoverižni variabilni fragment D1, ki se je selektivno
vezal na paralelni G-kvadrupleks in vitro ter in vivo. Za antiparalelno ali hibridno
strukturo ni imel večje afinitete. Rezultati so pokazali, da bi D1 in vivo lahko preferenčno
prepoznaval paralelni G-kvadrupleks DNA. Afinitete vezave z D1 so določili za tri
različne konformacije. Konstante disociacije s protitelesom D1 so določevali pri vezavi
z zaporedji c-MYC, TBA in hTELO (Tabela 3.1). Protitelo D1 ima najvišjo afiniteto do
paralelnega G-kvadrupleksa c-MYC (Kd = 27.8 ± 0.9 nM) in se ni signifikantno vezalo na
antiparalelni G-kvadrupleks TBA ali hibridni G-kvadrupleks hTELO.





Konformacije G-kvadrupleksov, uporabljene pri raziskavi, so bile identificirane s CD
spektroskopijo. Paralelni G-kvadrupleksi imajo pri CD spektroskopiji karakterističen
vrh pri okoli 263 nm in minimum pri 240 nm. CD spekter kompleksa D1 s
c-MYC, kaže značilna vrhova za paralelno obliko G-kvadrupleksa v kompleksu s
protitelesom. Protitelo D1 je zato lahko učinkovito pri lociranju in detektiranju paralelnih
G-kvadrupleksov [1].
3.1.5 iMab
Za razliko od bolj preučevanih G-kvadrupleksov, je identificiranih struktur i-motivov
bistveno manj. Odkritje njihovega obstoja in vitro ter in vivo, so med drugim
zaznali s protitelesom iMab [2]. Omenjeno protitelo se je poleg telomernega i-motiva
hTELO, vezalo na šest različnih intramolekularnih i-motivov. Pri vezavi hTELO z
iMab, konstanta disociacije znaša 59 nM. Večina ostalih vezanih i-motivov, je bilo
biofizikalno karakteriziranih, vključno z zaporedji promotorjev protoonkogenov. Poleg
štirih i-motivov (c-MYC22, RET39, VEGF40 ter Nano41), sta bili pri študiji uporabljeni
še razrešeni strukturi i-motivov 1G22 in 1A83 (PDB kodi). Konstante disociacije so pri
vezavi z iMab znašale med 0.23 in 10 nM [2].
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Detekcija i-motivov je najenostavnejša s pomočjo CD spektroskopije. CD spekter
prikaže dve prepoznavni karakteristiki, in sicer minumum pri okoli 265 nm in maksimum
pri 285 nm [20]. Pri raziskavi [2], so ugotovili, da je prepoznavanje s protitelesom iMab
strukturno specifično. Protitelo iMab je hTELO prepoznalo pri vseh uporabljenih pogojih.
To je bilo prikazano tudi s pozitivno eliptičnostjo pri 285 nm in negativno eliptičnostjo
pri 255 nm, kar potrjuje obliko i-motiva. Formacijo i-motivov so preučevali in vivo ter z
rezultati potrdili, da se le-ti tvorijo v promotorskih regijah in vplivajo na transkripcijo.
Protitelo iMab razlikuje i-motive od G-kvadrupleksov, kar bi lahko omogočilo selektivno
prepoznavanje i-motivov v celicah. Komercialno so na voljo različna protitelesa iMab, npr.
zajčji in mišji imunoglobulini ali pa enoverižni variabilni fragmenti (scFv) [2].
3.1.6 BG4
BG4 je monoklonsko protitelo, ki so ga karakterizirali z metodo ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay). Proizvedeno je bilo v gostitelju E. coli. Tako in vitro, kot in vivo so z
njim detektirali in lokalizirali G-kvadruplekse DNA [30].
Pri raziskavi [3] so prišli do ugotovitve, da ima protitelo BG4 visoko afiniteto do
intramolekularnega in intermolekularnega G-kvadrupleksa DNA. Konstanta disociacije
za intramolekularne G-kvadruplekse znaša 0.5–1.6 nM in za intermolekularne 2.0 nM.
CD spektri v odsotnosti protitelesa BG4 in v prisotnosti 100 mM KCl kažejo paralelno
strukturo G-kvadrupleksov iz zaporedij kit1, kit2, c-myc ter za intermolekularni hTELO.
Maksimum imajo pri okoli 260 nm, minimum pa pri 240 nm. Pri CD spektru antiparalelnih
struktur SPB1 in TBA, opazimo pozitivna vrhova pri 290 nm in 250 nm, ter odsotnost vrha
pri 260 nm. Spekter za hTELO pa je bil značilen za hibridni tip strukture G-kvadrupleksa.
Protitelo BG4 se ni vezalo na enoverižno DNA, dvoverižno DNA ali lasnico RNA. Prav
tako BG4 ni imelo preference za določeno konformacijo G-kvadrupleksa. S podobno
afiniteto se je vezalo na paralelne strukture (kit1, kit2, intermolekularni hTELO in c-myc),













Protitelo BG4 se s pridom uporablja za kvantitativno vizualizacijo G-kvadrupleksov
DNA in RNA v človeških celicah. Težavo pa predstavlja predvsem to, da nima visoke
selektivnosti - ne loči med različnimi konformacijami. Zato poteka priprava novih
protiteles, ki bi imela visoko selektivnost do določenih konformacij in s tem boljše
karakteristike za prepoznavanje le-teh in vivo [1].
3.1.7 1H6
1H6 je mišje monoklonsko protitelo in spada med imunoglobuline IgG2b. Za to
protitelo so dokazali, da se močno veže na intermolekularne kvadrupleksne strukture
s sekvenčnim motivom (T4G4)2. Strukturi Oxy-2 (Oxytricha nova) z zaporedjem
5′−TTTTGGGGTTTTGGGG−3′, sta bili pripisani dve različni vrsti, in sicer bi- in
tetramolekularna oblika. Konstanta disociacije za kompleks protitelesa 1H6 z Oxy-2 znaša
0.33 ± 0.03 nM. S CD spektroskopijo so potrdili, da se tetramolekularna oblika Oxy-2 zvije
v paralelno konformacijo G-kvadrupleksa v kompleksu s protitelesom 1H6, medtem ko
se dimerna oblika zvije v antiparalelno obliko G-kvadrupleksa [42].
3.2 Vezava protiteles z nekanoničnimi strukturami DNA
Podatke o vseh omenjenih vezavah med protitelesi in antigeni sem povzela v Tabelo 3.4.
Tabela 3.4. Interakcije protiteles z nekanoničnimi strukturami DNA
Ime Protitelo Kd [nM] Struktura Metoda Referenca
4d(T4G4T) Sty 3 0.126 ± 0.11 paralelni G4 CD Schaffitzel et al. [40]
d(G4T4G4T4G4T4G4) Sty 49 2.96 ± 0.53 antiparalelni G4 CD Schaffitzel et al. [40]
c-kit2 Hf2 1.6 ± 0.4 anti-/paralelni G4 CD, NMR Fernando et al. [41]
MYC D1 27.8 ± 0.9 paralelni G4 CD Liu et al. [1]
1G22, 1A83, VEGF40,
C-MYC22, RET39, Nano41 iMab 0.23 − 10.0 i-motiv CD Zeraati et al. [2]
KIT1 BG4 1.1 ± 0.1 paralelni G4 CD Biffi et al. [3]
KIT2 BG4 1.1 ± 0.3 paralelni G4 CD Biffi et al. [3]
MYC BG4 1.5 ± 0.2 paralelni G4 CD Biffi et al. [3]
SPB1 BG4 1.6 ± 0.1 antiparalelni G4 CD Biffi et al. [3]
TBA BG4 0.5 ± 0.2 antiparalelni G4 CD Biffi et al. [3]
hTELO BG4 1.6 ± 0.1 hibridni G4 CD Biffi et al. [3]
hTELO (intermolekularni) BG4 2.0 ± 0.2 paralelni G4 CD Biffi et al. [3]
Oxy-2 (bimolekularni) 1H6 0.33 ± 0.03 antiparaleleni G4 CD Henderson et al. [42]
Oxy-2 (tetramolekularni) 1H6 0.33 ± 0.03 paralelni G4 CD Henderson et al. [42]
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Zaključek
Po raziskavah in pregledu interakcij med protitelesi in nekanoničnimi strukturami, lahko
zaključim, da je večina omenjenih vezav specifičnih in selektivnih. Predvsem pri študijah
in vitro, je bilo odkritih nekaj specifičnih protiteles za prepoznavanje nekanoničnih
struktur DNA. V prihodnje se bo najverjetneje raziskovalo in odkrivalo še primernejša
protitelesa oziroma nanotelesa z boljšimi vezavimi lastnostmi. Pri izbiranju protiteles
je potrebno upoštevati tudi težavnost in čas njihovega pridobivanja, ceno in seveda
delovanje in vivo. Pogosto se namreč lahko zgodi, da so rezultati in vitro drugačni od tistih
in vivo. Odkrivanje nekanoničnih struktur DNA in vivo s pomočjo specifičnih protiteles,
predstavlja velik izziv pri raziskovanju biološke vloge nekanoničnih struktur DNA.
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dichroism and conformational polymorphism of DNA. Nucleic Acids Research, 2009,
37, 1713–1725.
[33] Rafael del Villar-Guerra, John O. Trent in Jonathan B. Chaires. G-Quadruplex
Secondary Structure Obtained from Circular Dichroism Spectroscopy. Angewandte
Chemie - International Edition, 2018, 57, 7171–7175.
[34] Michael Adrian, Brahim Heddi in Anh Tuân Phan. NMR spectroscopy of
G-quadruplexes. Methods, 2012, 57, 11–24.
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